G 



1/39/1 

DIALOG (R) File 345 : Inpadoc/Fam. & Legal Stat 
(c) 2001 EPO. All rts. reserv. 

3215781 

Basic Patent (No, Kind, Date) : ES 475500 Al 19790401 <No. of Patents: 001> 
Patent Family: 

Patent No Kind Date Applic No Kind Date > 

ES 475500 Al 19790401 ES 475500 A 19781128 (BASIC) 

Priority Data (No, Kind, Date) : 
ES 475500 Al 19781128 

PATENT FAMILY: 
SPAIN (ES) 

Patent (No, Kind, Date) : ES 475500 Al 19790401 

METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS ESENCIALES PARA LA 

ALIMENT AC ION , POR TRATAMI ENTO ELECTRONICO DE MICRO- ORGANISMOS 

FIJADORES DE N2 (Spanish) 
Patent' Assignee: CONSEJO SUPERIOR INVESTIGACION (ES) 
Priority (No, Kind, Date) : ES 475500 Al 19781128 
Applic (No, Kind, Date ) : ES 475500 A 19781128 
IPC: * C12D 

CA Abstract No: * 91 (11) 089531Y 
Language of Document: Spanish 
SPAIN (ES) 

Legal Status (No, Type, Date, Code, Text) : 

ES 475500 AA 20000201 ES FD1A PATENT LAPSED (PATENTE 

CADUC IDADES ) 
19991207 



BEST AVAILABLE COPY 



r 



0 91:089531/AN 

=> s 91:89531/an 

L2 1 91:8953l/AN. 

=> d cbib,ab 

L2 ANSWER 1 OF 1 CA COPYRIGHT 2001 ACS 

91:89531 Proteins and essential amino acids for nutrition by 

electronic treatment of nitrogen- fixing microorganisms. Martin Gonzalez, 

Antonio (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Spain), Span. 

ES 475500 19790401, 7 pp. (Spanish). COD EN: SPXXAD. APPLICATION: ES 
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AB High yields of proteins and amino acids were obtained in a fermn. process 

using 1 of 9 strains of Azotobacter in the presence of an elec. field. 

In 

an example using A. vinelandii (strain 382 DSM) with sucrose as a 
C-source, the application of sinusoidal waves (5 V, 7 mA, and 20 Hz) 
increased the total amino acid prodn. 258% relative to that when the 

elec. 

field was not applied. 
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"Metodo de obtenclon de protelnos y aminoacld** esenciale, pore la altmentoclon, per 
tratamlento electronlco de mlcroorganlsmos fijadores de N 2 " 
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Muchas naclones subdesarrolladas no pueden tener on mfnimo 
nivel protefnico y esta es la causa mas Importante del hambre en estos poises. Estos 
clrcunsfonclas han llevado a (a fcusqueda de noevos caminos para conseguir nuevos 
reservas de protefnos, coma ocorre en EE.UU. que es el principal expartador de 
semlllas oleaglnosas. En Europa Occldenfal el 80% de las prorefnas de crlgen anl_ 
mal proceden de la Importacion/slendo del orden del 90% en. la Comunfdad Ecoho 
mica Eurepea. En visfa de estos datos, laComlslcn de Agriculture del MereadoCa 
mun se muestra pesfmisfa al respecto y espera que en 1980 aun seguira importance" 
el 90%. 

Por otro parte, el coste de los fertilfzcntes ha aumenrado enornie 
mente en los ultimos clnco cfios, fncfdlendo por consigulente en el mayor costs de 
los atimentos y eh la resfrleciSh del sumlnfstro dieretfco de los pafses mas subdesarra 
llados. 

Tamblen, el alto coste del proceso Haber para slntetizar cmonfoco, 
es consecuencla de la subida del petroleo, pues el hldrogeno requerido en dicha sin 
tesls precede del gas natural a de los erudos y requiere ademas una gran cantidad de 
energla para su combinacfon, porcuya rozon, el coste de los fertllbantes nitroge 
nados esta fntlmamente relaclonado con el coste de los combustibles. 

Podemos oseguror que pare la producclon de profefnos es nece 
sarlo conseguir rtcos fertllbantes nttrogenados y que estos, qulmtca o mlcroblolo 
gtcamente proceden del nltrogeno ahnosferico. Cerea del 25% del nltrogeno fl^ 
do es amonfaco stntetizodo por el proceso Haber, el resto, que se estimo en 150 mi 
Hones de toneladas metriccs porurfto, proceden de la FIjaclon microbiologics El " 
proceso de la fljacion del Impllca e! consume de una gran cantidad deeier- • 
Bio que es sumlnlstrada par el metabollsmo de las gluctdos medlante el ATP. la 
molecula clave en la via de filaclon del Nj, es la nltrogenosa, que esta 
tormada por las nlem>-sulfb-protelnas.. El hanspoite de electrones - 
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tiene lugar a haves de los dos component** de la nltrogenasa para llegor o la complete 
reducclon del y posterior conversion en glutamlna por reacclon con el glutamato y 
la glutamlnsltefasa de la celula. 

Todo el complejo sistema se poede resumlr en una reaucclon del N 2 por 
transferencla etectronlca medlante los ctomos de re y Mo. 

Este metodo de aplicaclon electronlca a cultlvos de microorganism©* 
fi|adores de N 2 (Azotobocrer ), demuestra que es poslble octlvar e! complejo meoanlsmo 
de la aslmllaclon del N 2 , conslgulendo aumentar en gran parte la blosfntesls de amlno- 
acldos y dirlglr su mefabollsmo segun el tlpo de onda sumlnlsrrada y la frecuencia de ia 
mlsma . 

Esta activaclon tiene lugar medlante los iones de hlerro de las ferrodoxlnas, 
puesto que el equlllbrio de los iones Fe +2 / Fe*** de los Ifqutdos motabollcos cnl« cul- 
tlvos de Azotobacter , es alterado en el sentido de aumentar la proporclon de Fe cuan 
do son sumlnistrados compos elecrrlcos. 

En mlcroorganlsmos que fijan N 2 no se conocen experlenclas en las que 
sean apllcadas ondas electrlcas para estudiar sus efectos, por lo aue este metodo propor- 
ciona nuevos camlnos para el estudlo de la flfaclon del N 2 y para la sfntesls de protefnos 
y aminoacldos que son altamente potenclados segun el tlpo de onda electrlca, potenclal, 
Intensidad y frecuencla de la mlsma. 

El rendlmlento de obtencfon de protelnas y amlnoacldos por mlcroorga- 
nismos que fi|an N 2 con este metodo electronlco puede ser cumentado al Ir estudlando 
todas las constantes electrlcas en los puntos en que Influyen mas favorablemente en la bio 
sfntests de amlnoacldos. 

Utlllzando, unlcomente melazas de remolachas al 2% como sustrato y 
aplfcando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V en fermenladores de 4 litres de medio, 
es poslble consegulr celulas de Azotobocter vlnelandl! (208 CECT) que contlenen un - 
56,3% de amlnoacldos, slendo destacable por su Importancla en la oilmen taclon la pro 
porclon de metionlna (6,57%), llslna (4,85%) y otros amlnoacldos esenclales, que por la 
cccfon de los compos electrlcas apllcados, fueron potenclados con relaclon a los fermen 

tadores testlgo, 13,41 voces mas en la concentraclon de metionlna, 4,90 voces en la 

tlroslna, 1 ,92 en la clanlna y un 60% mas en el total de todos los amlnoacldos; anallza- 
dos. \^ 
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La superficle de los electrodes sumerglda en e! Ifqulcto metabolico era 
la correspondlente a un htlo do platlno de 5 cm de longltud y 0,40 mm do dlametro. 

Cuondo apllcabamos los compos electrlcos on un formontador do 5 litres 
do capacldad con 4 litres de medio de cultlvo, Instalamos electrodos de platlno con una 
superficle sumergfda de 10 x 0,5 cm. . 

Las ondas electrlcas sumfnlstradas a los culHvos procedfan do un gene- 
rador mode to Exact de un rango de fro cue nc las de 0 a 2 MHz, slendo las frecuencfas - 
5 Hz y 200 KHz de ondas slnusoldales cplfcadas en los culHvos de Azotobacfer, los pun- 
los optimos en la acHvacion del proceso reproductivo de las celulas. 

La temperatura de todos los cultivos fuo de 28% durante rodo ol Hem- 
po de fncuboclon. Posamos un caudal de aire esterll, saturado de humedad, de 150 II- 
tros /horas a una preslon de 1 Kg/cm , cuando los culHvos fueron Incubados en un fer- 
mentador de 5 litres de capacldad con 4 litros do medio de cultlvo y los ma traces de 250 
ml, con 100 ml de medio so Incubaron en un Incubador orbital (Controlled Environment 
Incubator Shaker N.B.S.) a 170 r.p.m. y 28%. 

REIVINDICACIONES 

So relvlndlca como de nueva y propla tnvenclon la propledad y explo 
cion exclusive de: 

1) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINQACIDOS * 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRON ICO DE Mi 
CROORGANISMOS FUADORES DE caracferizado porouo a un cultlvo de micro- 
organ Ismos fljadores de Nj, se le apllca un campo electrlco de ondas stnusoldales y - 
ondas cuadradas, cuyo rango de frecuencla osclla enrre 0 y 2 MHz constgulendoso un 

e leva do aumento en el contenldo en peso de cos! todos tos amlnoacldos del Ifquldo me- 
tabolico. 

2) Un metodo, segun relvlndlcaclon 1, y caraciorlzado por el empleo 
de nueve esHrpes de Azorobacter como mlcroorganfsmo fljador de Nj. 

3) Un metodo, segun relvlndlcaclones 1 y 2, y caracterlzado porquo e! 
microorganlsmo empteodo es Azotobacter vine land! I 208 CECT y la composlcto^ del me- 
dio de cultlvo es (g/I) KjHPO^, 0,4; KH^, 0,t; NfljMoO^, 0,001; FeClgV x 0,003 



Y 2% de melazo de remolocha. 

4) Un mStodo, S eg„n re | VIn dIcacrone,l y 2, y corecterfzado pareue e | 
mrcroonganfcmo empleado « Azotobccter vfnelcndH 382 DSM y como foenfe de careono 
»e emptea ocldo benzolco al 1%. 

5) Un mSrodo, S egOn nelvlndlcacione, 1 y 2, y carecterizado porque el 
microorganbmo empleado « Azotobccter vinelondn 382 DSM y la fuente de careono « 
saearosa al 1,5%. 

6) Un metodo, wgfin retvindicacfories I y 2, y carecterizado par el - 
empleo de Azotobccter vfnelandH 382 DSM y acetcto ,6*00 al 0,5% como fcente de - . 
carbono. 

7) Un metodo, segim relvlndicociones 1 y 2, y carecterizado por el - 
em P ,eo de Azofobactervtnelandf? 382 DSM y etanof al 1%. 

8) Un mefodo, segun relvlndlcacfone, 1,4,5,6 y 7, y corecferizoda - 
poreue el cultivo Hene una concenfredon de K-HPO. de 0,64 g/| y de KH PO de - 
0,16 q/J. ' 4 7 2 v 4 oe 

9) Un metodo, ,egun reivlndlcaclone, 1 y 2, y carecterizado par el - 
empleode fa Rentes stirpes de Assist: A*>fo^fe r tWrHM, 203, 204, 
205 206 y 374 CECT; J Az St o te nfl M. 210 CECT v Azotobac*,, .w, ^- . 

10) Un metodo, wgiin reMndlcacfcn I, y coracferlzodo porque la Fre- 
cuencio electrico empleada vorfa de 5 Hz a 200 KHz. 

11) Un mefcdo, ,egO„ reMndlcocIon 1, y corocterizado porque la tem- 
perature del cultivo es de 28 2C. 

12) Un metodo, «eg6n refvfndrcaefon I, y careeterizado ponjue el cam- 
po electrico ,e opllca medlanfe la Introduced de un« electro, de plaHno en el lf- 
•jufdo metabollco. 

13) "METODO DE QBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS - 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONICO DE Ml 
CROORGANISMOS FUADORES DE N,", tal y como.e ascribe en el cucpode «to~ 
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memoria y relvlndfcaclones que consta de 7 pagfnas cscntas per una sola caro. 
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